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5 fi 要 : 本 试验 由 在 比较 肥胖 型 的 金华 猪 和 瘦 肉 型 的 长 白猪 肠 道上 古 菌 结构 差异 , 分 析 菌 群 移 
6 ” 植 小 鼠 肠 道 古 菌 结构 。 采集 金华 猪 和 长 白猪 的 新 鲜 凑 便 , 通过 灌 骨 移植 到 经 广 谱 抗 生 素 处 理 
7 ”过 的 小 鼠 肠 道中 ， 提 取 2 种 猪 凌 便 及 其 移植 小 鼠 的 盲肠 内 容 物 总 基因 组 DNA， 使 用 古 菌 通 
8 ”用 引物 对 古 菌 16S rRNA 的 V4 区 进行 PCR 扩 增 ， 通 过 Illumina Hiseq 测序 平台 对 扩 增 产物 
9 ”进行 高 通 量 测序 ， 使 用 QIIME 等 软件 对 测序 序列 进行 分 析 统 计 。 结 果 表 明 : 金华 猪 和 长 白 
10 猪 数 便 及 其 移植 小 鼠 言 肠 内 容 物 中 的 古 菌 主要 包含 3 个 门 ， 分 别 为 奇 古 菌 门 


> 11 (Thaumarchaeota), ) mil] (Euryarchaeota) 和泉 古 菌 门 〈(Crenarchaeota)， 其 中 金华 猪 
O 
= 12 ，” 凑 便 中 广 古 苦 门 的 丰 度 高 于 长 白猪 ;在 属 水 平 上 主要 包含 5 个 已 知 属 ， 优 势 属 为 餐 古 戎 属 
Q9 
© 13 (Cenarchaeum)。 二 者 移植 小 鼠 的 盲肠 内 容 物 上 古 菌 结构 ， 在 门 水 平 上 ， 移 植 小 鼠 的 奇 上 古 菌 


天 o 门 比例 占 70% 以 上 ; 奇 古 菌 门 的 古 菌 几乎 全 部 来 源 于 餐 古 菌 属 ， 在 门 和 属 的 水 平 上 ， 金 华 
六。 ”15 ” 猪 和 长 白猪 类 便 移植 小 鼠 的 盲肠 古 菌 结构 无 显著 差异 (P>0.05), 但 基于 操作 分 类 单元 (OTU) 
D 。 16 水平 的 主 成 分 分 析 显 示 出 很 好 的 组 内 察 集 。 由 此 可 见 , 奇 十 菌 门 的 餐 十 菌 属 是 金华 猪 和 长 白 
17 。 猪 类 便 和 其 移植 小 鼠 言 肠 中 的 优势 十 菌 ; 金华 猪 类 便 中 广 古 菌 门 的 丰 度 高 于 长 白猪 凑 便 , H 
18 ”二 者 移植 小 鼠 盲 肠 内 容 物 之 间 古 菌 结构 在 OTU 水 平 上 存在 一 定 的 差异 。 

19 ”关键 词 ， 古 菌 ， 金 华 猪 ， 长 白猪 ， 凑 菌 移植 ， 高 通 量 测序 

20 ”中 图 分 类 号 : S828 

21 猪肉 历来 是 我 国 居民 肉 类 消费 品 的 主要 来 源 ， 在 国计民生 中 占有 重要 地 位 。 金华 猪 是 我 国 
22 。 著名 的 地 方 品种 ， 有 “中 国 熊猫 猪 ”的 美誉 ， 其 头 部 和 尾部 为 黑色 ， 故 又 名 两 头 鸟 。 具 有 皮 
23 。 薄 骨 细 、 肉 质 鲜美 、 性 成 熟 早 、 繁 殖 能 力 强 、 杂 交 优 势 显著 的 特点 ， 但 其 生长 速度 慢 、 瘦 内 
24 。 率 低 m。 而 长 白猪 (Landrace) 是 优良 的 外 来 品种 ， 原 产 于 丹麦 ， 体 躯 瘦长 ， 皮 肤 、 被 毛 呈 
25 白色， 生长 速度 快 ， 瘦 肉 率 高 ， 但 存在 体质 较 弱 、 抗 道 性 较 差 、 对 饲养 条 件 要 求 较 高 、 繁 殖 
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26 ”能 力 低下 等 缺点 争 。 

27 肠 道 微生物 区 系 是 哺乳 动物 体内 最 复杂 和 最 大 的 微 生 态 系 统 , 对 宿主 的 健康 、 进 化 及 行 
28 ”为 产生 明显 的 影响 6 和。 古 菌 《Archaea) 是 肠 道 微生物 的 重要 组 成 部 分 之 一 。 古 菌 最 初 发 现 于 
29 高热、 高 盐 度 、 缺 气 的 极端 环境 中 《如 火山 口 、 盐 湖 )， 后 通过 16S rRNA 的 比较 ， 发 现 其 
30 ”明显 不 同 于 细菌 Bacteria) 和 真 核 生物 (Eukarya)， 与 后 两 者 并 列 称 为 三 域 系统 59。 古 菌 
31 ”广泛 分 布 于 各 种 自然 环境 中 ， 如 海洋 、 热 泉 、 盐 碱 湖 、 土 壤 、 沼泽 以 及 动物 的 消化 道 。 目 前 
32 J EHI] (Euryarchaeota) 和泉 古 菌 门 (Crenarchaeota〉 是 研究 较 多 的 古 菌 ， 尤 其 是 前 者 ， 

33 ”包含 了 一 大 类 产 甲烷 菌 ， 广 泛 存在 于 各 类 动物 的 消化 道 ， 是 动物 营养 研究 的 热点 之 一 [0791。 

34 ”上 肠 道 古 菌 也 有 助 于 维持 消化 道中 良好 的 微 生 态 系 统 。 而 奇 古 菌 门 《Thaumarchaeota〉 是 近年 
35 ”来 发 现 的 一 个 新 的 古 菌 类 群 ， 广 泛 存在 于 中 温 环 境 中 ， 可 能 在 自然 界 重 要 元 素 CA. BO 的 
36 ”生物 地 球 化 学 循环 中 发 挥 着 重要 作用 L013, 但 其 在 动物 消化 道中 的 分 布 及 功能 报道 很 少 03- 芍 。 
37 WER, FSAI fecal microbiota transplantation, FMT) 作为 一 种 历史 悠久 且 可 以 重 
38 ” 建 肠 道 菌 群 的 疗法 重新 被 临床 所 关注 , 为 治疗 肠 道 内 及 肠 道 外 疾病 提供 帮助 路 13。 与 此 同时 ， 

39 ”作为 一 种 功能 获得 性 (gain-of-function) 试验 手段 ，FMT 也 越 来 越 多 被 应 用 于 动物 的 微生物 
40 ”结构 功能 研究 496， 小 鼠 是 其 中 最 常用 的 动物 模型 之 一 0718。 研 究 发 现 ， 将 猪 和 斑马 鱼 的 肠 
41 ” 道 微生物 移植 到 小 鼠 肠 道中 , 移植 供 体 的 菌 群 结构 在 一 定 程度 被 宿主 影响 和 重 塑 0920。 但 目 
42 ”前 在 菌 群 移植 过 程 中 ， 普 遍 关注 的 是 细菌 结构 ， 而 对 于 古 菌 在 移植 状态 下 的 情况 研究 较 少 。 
43 ”本 试验 通过 凑 菌 移植 ， 分 别 构建 了 模拟 金华 猪 和 长 白猪 2 种 猪 肠 道 微生物 环境 的 小 鼠 模型 ， 
44 ”采用 高 通 量 测序 技术 分 析 了 2 种 猪 北 便 及 其 移植 小 鼠 盲肠 内 容 物 的 古 菌 结构 , 为 研究 跨 物种 
45 美 便 微 生物 群 移植 过 程 中 古 菌 结构 的 变化 提供 了 数据 资料 。 
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46 1 材料 与 方法 
47. 11 试验 动物 

48 动物 试验 在 北京 斯 贝 福 实验 动物 科技 公司 进行 .选取 28 日 龄 断奶 的 无 特定 病原 菌 CSPF) 
49 CSTBL/6J 小 鼠 24 K, HEME 12 只 ， 饲 养 在 无 菌 隔离 包 中 ， 饲 喂 无 菌 鼠 粮 。 室 内 温度 保持 
m23 “C， 相 对 湿度 为 63%， 昼 夜光 照 交 蔡 时 间 为 12 h/12 he 

51 12 小 鼠 抗 生 素 处 理 
52 试验 采取 雌雄 分 养 ， 每 个 乱 子 6 只 小 鼠 ， 参 照 Wang 等 2 的 方法 ， 采 用 广 谱 抗 生 素 处 理 
53 ”小 鼠 以 构建 无 菌 小 鼠 模 型 。 具 体 方法 为 : 在 小 鼠 饮用 水 中 加 入 0.5 g/L 万 古 霉 素 、1 g/L 硫酸 


54 JER, 1g/L PEM 1 g/L 毛茶 西林 ， 自 由 口服 28 d。 


mee 


50 {E 


广 上 ”YA 人 [万 甘 日 工 
ChinaX Iv 合作 期 刊 


55 1.3 JZE 

56 分 别 采 集 1 头 产 2 胎 的 经 产 金 华 猪 母 猪 和 长 白猪 母 猪 新 鲜 凑 便 ,参照 Pang 等 23] 的 方法 ， 
57 ”制备 移植 供 体 的 肠 道 微生物 。 具体 方法 为 : 将 新 鲜 烘 便 迅速 其 浮 于 预 还 原 处 理 过 的 无 菌 生理 
58 hK CEZA 4 mL 生理 盐水 ， 即 稀释 5 倍 )， 洲 涡 混 匀 1 min， 静 置 1 min， 快 速 
59 ”上 吸取 上 清 , 盛 于 1.5 mL 灭 菌 处 理 过 的 离心 管 中 于 -20 'C 保 存 用 于 菌 群 移植 ; 同时 另 取 一 部 分 
60 ”上 清 用 于 高 通 量 测序 分 析 古 菌 结构 。 

61 1.4 试验 鼠 接种 和 取样 

62 取 上 述 抗生素 处 理 的 小 鼠 ， 分 成 2 组， 每 组 雌雄 各 6 R, 采用 灌 胃 针 分别 用 金华 猪 和 长 
63 ”白猪 凑 便 菌 悬 液 进行 灌 肯 ， 每 次 0.2 mL， 连 续 灌注 7 d。 接 种 后 连续 饲养 28 d (MH ERR 
64 KLARA ER a), BED RISA AT ey AE. ee 
65 IN Ee PHS REA Ae WA fel EAL SERS, AS AE EE ee. 


了 


66 1.5 DNA 提取 和 古 菌 16S rRNA 基因 扩 增 


67 J QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN 公司 ) 试剂 盒 抽 提 人 金华 猪 和 长 白猪 北 便 菌 悬 
68 液 及 其 灌 骨 小 鼠 盲 肠 内 容 物 总 基因 组 DNA， 采 用 古 菌 通用 引物 519F 


69 (5'-CAGCCGCCGCGGTAA-3') 和 Arch915R (5'-GTGCTCCCCCGCCAATTCCT-3') 对 十 


70 =f 16S rRNA 基因 V4 区 进行 扩 增 。 


71 16 高 通 量 测序 分 析 
72 测序 由 北京 诺 禾 致 源 生物 信息 科技 有 限 公司 完 成 。 采 用 Illumina Hiseq 高 遂 量 测序 平台 
73 ”对 金华 猪 和 长 白猪 数 便 菌 悬 液 及 其 灌 骨 小 鼠 盲 肠 内 容 物 古 菌 16S rRNA 基因 V4 区 进行 测序 。 


74 17 数据 处 理 与 分 析 


75 根据 条 码 序列 (barcode) 将 双 端 测序 序列 Cread) 与 样品 进行 匹配 ， 而 后 切除 条 人 码 序 
76 ” 列 及 引物 序列 。 使 用 Flash 1.2.7 软件 (http://ccb.jhu.edu/software/FLASH/) 将 双 端 序列 进行 


77 融合 (merge )， 获 得 未 加 工序 列 。 随 后 使 用 QIME 17.0 软件 


78 Chttp://qiime.org/scripts/split_libraries_fastq.html) 对 序列 进行 质 控 和 过 滤 ， 获 得 优质 序列 


79 [中 。 再 通过 UCHIME 算法 将 其 与 参考 数据 库 ( Gold database , 
80 _http://driveS.com/uchime/uchime_download.html) 进行 比 对 ， 发 现 并 去 除 舱 合体 序列 ， 从 而 


81 。 获得 有 效 序列 pc27。 


82 使 用 Uparse 7.0.1001 软件 (http://drive5.com/uparse/〉 根据 相似 性 >97% 原 则 将 通过 质 


83 ” 控 的 有 效 序列 聚 类 成 为 操作 分 类 单元 (operational taxonomic unit, OTU) 28, XH QIME 


84 1.7.0 默认 参数 计算 各 样品 的 alpha 多 样 性 指数 和 物种 分 布 。 为 了 比较 2 种 猪 装 便 移植 的 小 
85 ” 鼠 盲 肠 内 容 物 的 古 菌 构成 的 差异 , 使 用 R 2.15.3 软件 中 的 FactoMineR 软件 包 对 样品 之 间 的 


86 ”上 古 菌 结构 相似 度 进行 主 成 分 分 析 (PCoA) 。 使 用 ggplot 2 软件 包 绘 制 散 点 图 。 


87 2 结果 

88 ”2.1 测序 数据 及 OTU 序列 信息 统计 

89 由 表 1 可 见 , 经 过 质 控 、 过 滤 、 拼 接 、 去 除 骨 合体 序列 等 处 理 , 本 试验 最 终 获 得 1428 899 
90 ”条 古 菌 有 效 序列 ， 其 中 金华 猪 凑 便 样品 有 60 979 RABI, KAMARA 61 369 条 
91 ”有 效 序列 ，24 例 移植 小 鼠 盲 肠 样品 中 的 古 菌 有 效 序列 最 少 为 46 362 条 ， 最 多 为 61 524 条 ， 
92 ”个 体 间 有 效 序列 数 差 异性 不 大 。 所 获得 的 古 菌 有 效 序列 根据 97% 相 似 性 水 平 进 行 OTU RK 
93 分析， 金华 猪 娄 便 样品 最 终 获 得 307 个 OTU， 长 白猪 装 便 样品 最 终 获得 202 个 OTU，24 例 


94 ”移植 小 鼠 盲 肠 样品 最 终 获 得 104~133 个 OTU。 各 样品 的 覆盖 度 指 数 均 为 0.999 一 1.000， 表 


95 ” 明 样 本 中 序列 没有 被 测 出 的 概率 极 低 ， 因 此 本 次 测序 结果 能 够 代表 样本 的 真实 多 样 性 组 成 。 
96 2.2 alpha 多样 性 分 析 
97 根据 97% 相 似 性 水 平 下 OTU 的 信息 ， 使 用 Chao 工 指数 、ACE 指数 、Shannon 指数 及 


98 Simpson 指数 对 样本 内 古 菌 群落 的 丰富 度 和 多 样 性 进行 评估 , 结果 见 表 1。OTU 数量 (123+2 


99 ”vs.117+2，P=0.040 5)、Chao 工 指数 (146.846+18.969 vs. 139.330+17.755，P=0.775 2) 和 


100 ACE 指数 (147.606+18.852 vs. 140.350+17.995, P=0.783 4) 比较 一 臻 地 显示 出 金华 猪 凑 便 
101 ”移植 小 鼠 膏 肠 内 容 物 (JM1 一 12) 的 古 菌 群落 丰富 度 略 高 于 长 白猪 凑 便 移植 小 鼠 (CLM1 一 12 )， 


102 ”但 在 Chao 工 指 数 和 ACE 指数 上 差异 不 显著 (P>0.05)。Shannon 指数 〈3.811+0.065 vs. 


103 ”3.898+0.063，P=0.345 4) 和 Simpson 指数 〈0.882+0.007 vs. 0.889+0.006, P=0.507 6) 显示 ， 
104 EPERERA ANR OM1~12) HRS EIT KA IN 


105 C(LM1 一 12)， 但 差异 不 显著 (P>0.05). 


106 表 1 样品 测序 概况 结果 

107 Table 1 Sequencing results of samples 
样品 序列 数量 OTU 数量 香 浓 指 数 辛普森 指数 Chao 工 指数 ACE 指数 履 盖 度 指数 
Sample Sequence No. OTU No. Shannon index Simpson index Chao I index ACE index Coverage index 
供 体 猪 Pig donors 
JD 60 979 307 3.410 0.733 310.000 311.646 1.000 
LD 61 369 202 3.705 0.851 221.345 225.142 0.999 
移植 小 鼠 Transplanted mice 
JM1 59 751 128 4.136 0.892 153.875 153.280 0.999 


JM2 46 804 133 3.825 0.894 138.077 138.620 1.000 


120 


121 


46 362 104 
50 976 123 
61 524 127 
56 456 131 
57 757 119 
56 550 120 
46 188 122 
51 044 120 
55 860 118 
52 421 127 
58 137 124 
51411 119 
58 075 113 
52 512 113 
53 579 128 
54 516 120 
58 031 111 
59 197 112 
51 328 112 
57 461 122 
55 914 115 
54 697 110 


JD: 金华 猪 羔 便 样品 feces sample of Jinhua pig; LD: K 


3.343 
3.954 
3.945 
4.161 
3.751 
3.680 
3.744 
3.811 
3.780 
3.604 
4.248 
3.893 
3.835 
3.902 
4.088 
4.019 
3.999 
3.639 
3.643 
4.195 
3.648 
3.671 


0.843 
0.895 
0.892 
0.914 
0.886 
0.881 
0.888 
0.893 
0.883 
0.832 
0.897 
0.899 
0.900 
0.900 
0.896 
0.882 
0.905 
0.881 
0.879 
0.917 
0.866 
0.842 


107.273 
127.583 
133.000 
136.688 
124.500 
128.273 
135.154 
125.500 
122.231 
130.000 
133.022 
127.667 
114.750 
117.714 
140.000 
127.333 
116.500 
116.231 
117.000 
128.600 
121.000 
112.143 


PERREN NE A RH cecal contents of mice transplanted with Jinhua pig feces; LM: 长 


108.034 
128.722 
133.789 
138.907 
124.508 
128.531 
136.230 
125.437 
124.166 
131.053 
137.162 
125.845 
116.481 
120.868 
137.309 
127.300 
117.448 
119.019 
118.371 
128.655 
123.409 
112.329 


fim feces sample of Landrace pig; JM: 


Aya aE 


植 小 鼠 盲 肠 内 容 物 cecal contents of mice transplanted with Landrace pig feces 。 下 表 同 The same as below. 


2.3 ”移植 供 体 古 菌 结构 
将 作为 菌 群 移植 供 体 的 金 


H, 


华 猪 和 长 
行 物种 注释 ， 有 具体 结果 见 表 2 和 图 1 。 


奇 古 菌 门 (Thaumarchaeota), M) t 


度 相对 较 低 。 金 华 猪 类 便 样品 中 广 上 古 菌 


的 古 戎 几乎 全 部 来 源 于 餐 古 其 


化 球菌 属 (Nitrososphaera ) ; 


( Methanobrevibacter ) 丰 度 相对 较 高 


2 


BE 


Methanomethylophilus, fi 


门 丰 度 高 于 长 


属 (Cenarchaeum), + 


ae 46 FG FE ERE m 
此 外 还 有 极 少量 的 


al 


1/2 都 


上 ， 奇 古 菌 门 


猪 凌 便 样品 中 获得 的 OTU 分 别 在 门 和 属 水 平 上 进 
出 ， 本 试验 所 得 到 的 供 体 OTU 近 


属于 


门 (Euryarchaeota) 和泉 古 菌 门 (Crenarchaeota) = 
FAZER mo TES 


来 源 于 亚 硝 


Candidatus 


猪 凑 便 样品 中 甲烷 球菌 属 CMethanosphaera) 丰 度 较 高 。 


表 2 移植 


PEA SS ETE 


类 水 了 


E 上 的 古 菌 组 成 及 其 丰 / 


a 
pa 


Table 2 Archaeal composition and their abundance at different classification levels in feces of transplant donors 


分 类 Classification 


JD 


门 水 平 Phylum level 


1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
0.999 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
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奇 古 菌 门 Thaumarchaeota 0.432 0.458 
J til] Euryarchaeota 0.077 0.004 
泉 古 菌 门 Crenarchaeota 0.007 
未 分 类 门 Unclassified phylum 0.492 0.531 
属 水 平 Genus level 
ZAJE Cenarchaeum 0.431 0.438 
亚 硝化 球菌 属 Nitrososphaera 0.014 
甲烷 球菌 属 Methanosphaera 0.004 
甲烷 短 杆菌 属 Methanobrevibacter 0.003 
Candidatus Methanomethylophilus 0.001 
未 分 类 属 Unclassified genus 0.565 0.544 
A 
a E EARN) Unclassified Piyu 
2 Ba mie 
E E AAN Thaumarchasota 
< 
e 
Z 
£ 
+x 
Ht 
R 
g 
B 
a Cr erm 
na ee 
LEET LIS 


相对 丰 度 Relative Abundance 


3 


© 


A: 门 水 平 phylum level; B: 属 水 平 genus level. 


图 1 金华 猪 供 体 CID) 和 长 白猪 供 体 (D) 姜 便 古 菌 结构 


Fig.l Fecal archaea community structures of Jinhua (JD) and Landrace pig donors (LD) 
24 移植 小 鼠 盲 肠 内 容 物 古 菌 结构 
通过 灌 角 的 方式 , 将 金华 猪 和 长 白猪 装 便 微生物 分 别 移植 到 抗生素 处 理 的 无 菌 小 鼠 体内 ， 
接种 后 28 d 取 小 鼠 盲 肠 内 容 物 用 于 古 菌 结构 测序 分 析 。 所 获得 的 OTU 分 别 在 门 和 属 水 平 上 
进行 物种 注释 ， 具 体 结果 见 表 3 和 图 2。 可 以 看 出 ， 在 门 水 平 ， 移 植 小 鼠 的 古 菌 OTU 中 奇 
古 菌 门 (Thaumarchaeota) 的 比例 增加 到 70% 以 上 ， 而 广 古 细菌 门 (Euryarchaeota) FR TH 
细菌 门 〈Crenarchaeota) 几乎 未 检 出 。 而 在 属 水 平 上 ， 奇 古 菌 门 的 古 菌 几乎 全 部 来 源 于 餐 古 


201711.00805v1 


chinaXiv 


132 


133 


134 


135 


136 


137 
138 


139 


140 


141 


142 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


ba (Cenarchaeum). 2 组 移植 小 鼠 之 间 古 菌 结构 在 门 和 属 水 平 上 无 显著 差异 ,但 与 供 体 的 


古 菌 结构 差别 较 大 。 


表 3 移植 小 鼠 盲 肠 内 容 物 在 不 同 分 类 水 平 上 的 古 菌 组 成 及 其 丰 度 


Table3 Archaeal composition and their abundance at different classification levels 


transplanted mice 


in cecal contents of 


分 类 Classification JM LM P ÍË P-value 
门 水 平 Phylum level 
奇 古 菌 门 Thaumarchaeota 0.756+0.016 0.781+0.021 0.347 6 
广 古 细菌 门 Euryarchaeota 4.280E-04+3.157E-04 
WHAI] Crenarchaeota 2.186E-05+1.680E-05 1.639E-05+1.639E-05 0.818 0 
未 分 类 门 “Unclassified phylum 0.243+0.016 0.219+0.021 0.3563 
属 的 水 平 Genus level 
餐 古 菌 属 Cenarchaeum 0.756+0.016 0.781+0.021 0.347 3 
亚 硝化 球菌 属 Nitrososphaera 2.367E-05+2.367E-05 
盐 陆 生 菌 属 Haloterrigena 1.639E-05+1.639E-05 
Candidatus Nirosoarchaeum 5.467E-06+3.922E-06 
未 分 类 属 Unclassified genus 0.244+0.016 0.219+0.021 0.347 9 
A 4 B 
$ (RE HE : 
g os B 
0.25 


€ A D 
四 8 
2 0.75 S 
© o 
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2 © 
其 0.25 i 
tt ja 
R 时 


A: 移植 小 鼠 门 水 平 的 古 菌 结构 archaea community structure of transplanted mice at phylum level; B: 24 


只 移植 小 鼠 门 水 平 的 古 菌 平均 值 mean of archaea of 24 transplanted mice at phylum level; C: 移植 小 鼠 属 水 


平 的 古 菌 结构 archaea community structure of transplanted mice at genus level; D: 24 只 移植 小 鼠 属 水 平 的 古 


BH 
J-i 


平均 值 mean of archaea of 24 transplanted mice at genus level. 


图 2 EEEE IM) MKAA M) 盲肠 内 


容 物 古 菌 结构 
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Fig.2 Archaea community structures of cecal contents of transplanted mice using feces form Jinhua (JM) and 
Landrace pigs (LM) 
2.5 ”移植 小 鼠 样 品 的 beta 多 样 性 分 析 
根据 各 个 样品 OTU 的 种 类 及 其 丰 度 计算 各 个 样品 间 的 加 权 UniFrac 距离 (weighted 
UniFrac distance) ， 并 基于 此 ， 对 样品 进行 了 主 成 分 分 析 〈 图 3)。 可 以 看 出 ， 除 了 JM12 和 
LM12 距离 较 远 外 ，JM 组 和 LM 组 内 其 他 样品 聚集 度 都 较 高 ， 且 2 组 在 PC2 维度 上 依据 其 
组 别 显示 出 明显 的 组 内 聚集 。 口 


PCoA - PC1 vs PC2 
i LM12 
e 
0.050 4 
LM2 
LM7 
要 @ 
LM8 
e 
LM11 e 
0.025 4 iia LMagM9 e 
a @ LM4 
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S ° 
Q EJIM 
= @LM 
fè 
a. 0.000 4 Sia aaa 
蜂 z n 
Eil 
H 
JM8 
a 
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-0.025 4 JMS 
JM97 M1 a 省 
m JM6 
a 
JM10 
加 是: 
r : 
-0.1 0.1 


0.0 
主 坐 标 1PC1 (71.39% ) 


图 3 SEREEN OM) 和 长 白猪 类 便 移 植 小 鼠 CLM) 古 菌 结构 的 主 成 分 分 析 


Fig.3 Principal coordinate analysis of archaea community structures between transplanted mice using feces form 
Jinhua (JM) and Landrace pigs (LM) 

3 Ww 论 
3.1 金华 猪 和 长 白猪 装 便 古 菌 结构 的 异同 

金华 猪 是 我 国 著名 的 地 方 品种 ,生长 速度 慢 , 是 脂肪 型 猪 , 而 长 白猪 是 优良 的 外 来 品种 ， 
生长 速度 快 ， 是 瘦 肉 型 猪 趾 。 对 不 同 品种 猪 肠 道 微生物 进行 跨 物 种 移植 以 分 析 其 功能 具有 重 
要 的 研究 意义 09， 但 肠 道 古 菌 在 此 过 程 中 的 作用 目前 研究 还 较 少 。 本 试验 通过 美 菌 移植 ， 
分 别 构建 了 模拟 2 种 猪 肠 道 微生物 环境 的 小 鼠 模 型 , 采用 高 通 量 测序 技术 , 分 析 金 华 猪 和 长 
白猪 美 便 古 菌 结构 差异 ,并 探讨 了 其 装 苗 移植 小 鼠 的 古 菌 结构 异同 ,为 进一步 的 功能 及 机 制 


ninaXiv 合 作 期 刊 | 


wr 


究 莫 定 了 基础 。 
162 以 往 的 研究 显示 ， 对 动物 和 人 上 肠 道内 古 菌 的 研究 主要 集中 在 产 甲 烷 菌 上 。 研究 表明 , Bh 
163 ” 物 肠 道 产 甲烷 菌 的 多 样 性 与 其 生存 环境 、 发 育 情况 及 饲料 等 因素 密切 相关 ， 因而, 不 同 品 种 
164 ”动物 肠 道 内 产 甲烷 菌 的 结构 和 组 成 存在 一 定 差异 中。 在 脂肪 代谢 方面 ， 有 报道 指出 ， 瘦 肉 
165 ”型 的 长 白猪 差 便 中 产 甲烷 古 菌 的 密度 和 多 样 性 均 高 于 肥胖 型 二 花脸 猪 , 其 原因 在 于 甲烷 的 生 
166 ”成 会 影响 能 量 获取 及 体 脂 肪 形成 m; 而 Zhang 等 29] 的 研究 则 显示 ,肥胖 个 体 肠 道中 利用 氢气 
167 CHa) 的 产 甲烷 古 菌 合 量 显著 高 于 瘦 的 或 接受 了 胃 肠 旁 路 手术 的 个 体 ， 同 时 其 产 Ho 细菌 含 
量 也 较 高 ， 细 菌 和 古 菌 之 间 跨 物种 的 Ho 转移 被 认为 是 肥胖 个 体 大 肠 能 量 摄 取 增 加 的 重要 机 

169 fill, 由 此 可 见 ， 由 于 研究 对 象 和 研究 方法 的 不 同 ,对 于 动物 和 人 上 肠 道上 古 菌 的 研究 结果 还 存在 

170 ”一 定 的 差异 。 而 本 研究 显示 , 广 古 菌 门 虽然 在 2 种 猪 凑 便 中 含量 均 不 高 , 但 其 在 金华 猪 差 便 
> 171 ”中 的 丰 度 明显 高 于 长 白猪 闭 便 。 其 对 于 2 种 猪 的 生长 和 代谢 的 影响 ， 还 有 待 进一步 的 研究 。 
© 172 at Th AR T TEE A Ale POS MID Oh, 在 人 和 动物 消化 道中 的 分 布 仅 有 少量 报道 , H 


161 


168 


lin 


ph 


ee 
= 173 ” 合 量 极 低 5I9。 但 本 研究 却 发 现 ， 在 金华 猪 及 长 白猪 类 便 的 古 菌 中 ， 奇 古 菌 门 是 优势 菌 ， 占 


174 ”所 有 古 菌 的 将 近 1/2， 其 中 餐 古 菌 为 优势 菌 属 。 这 一 结果 与 以 往 的 研究 不 一 致 ， 其 原因 及 意 
175 ” 义 还 需要 进一步 试验 验证 和 探讨 。 

176 3.2 凑 菌 移植 过 程 中 古 菌 结构 的 变化 

177 2006 年 John Rawls 等 研究 人 员 将 斑马 鱼 的 肠 道 微生物 群 到 无 菌 的 小 鼠 肠 道 ， 结 果 发 现 
178 ”移植 后 菌 群 的 构成 发 生 了 明显 变化 ， 反之 亦 然 。 这 表明 ,在 跨 物种 动物 间 差 便 微 生物 群 移植 
179 “过程 中 ， 供 体 微 生物 群 会 被 宿主 影响 和 重 塑 2。 本 试验 结果 证 实 ， 在 从 猪 到 小 鼠 的 状 菌 移 
180 ” 植 过 程 中 ,上 古 菌 结构 同样 会 受到 宿主 的 影响 。 在 本 次 试验 所 选取 的 2 个 猪 品 种 , 金华 猪 差 便 
181 ”中 广 古 菌 门 的 丰 度 明显 高 于 长 白猪 盖 便 , 但 移植 到 小 鼠 肠 道 内 后 这 种 差异 不 再 明显 ， 且 从 门 
182 ”到 属 的 水 平 上 , 古 菌 结构 均 发 生 了 较 大 的 变化 ， 奇 古 菌 门 的 餐 古 菌 属 优势 更 加 明显 。 虽 然 在 
183 ”在 门 和 属 水 平 上 ， 金 华 猪 和 长 白猪 凌 便 移植 小 鼠 肠 道 古 菌 结构 无 明显 变化 ， 但 在 基于 OTU 
184 ”水 平 的 主 成 分 分 析 中 ， 二 者 有 显著 不 同 的 聚 类 ， 说 明 古 菌 结构 在 OTU 水 平 上 存在 一 定 的 差 
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186 4 结 论 


187 D 奇 古 菌 门 为 金华 猪 和 长 白猪 娄 便 十 菌 组 成 中 的 优势 菌 。 
188 © 广 古 菌 门 在 金华 猪 类 便 中 的 丰 度 明显 高 于 长 白猪 凑 便 。 

189 © 将 2 种 猪 的 凑 菌 移植 到 广 谱 抗 生 素 处 理 过 的 小 鼠 肠 道 后 ， 移 植 小 鼠 的 讶 肠 内 容 物 古 
190 。 菌 结构 与 供 体 相 比 差异 明显 ， 同 时 2 种 猪 关 便 微生物 移植 小 鼠 的 古 菌 结构 在 OTU 水 平 上 存 
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Intestinal Archaea Community Structure Analysis of Mice Transplanted with Jinhua and Landrace 


Pig Feces 


YANG Hua! WANG Junjun?? LI Tiantian?? TANG Biao! HE Xiangxiang! LI Kaifeng! 
XIAO Yingping!* 
(1. Institute of Quality and Standard for Agro-Products, Zhejiang Academy of Agricultural 


Sciences, Hangzhou 310021, China; 2. Beijing Advanced Innovation Center for Food Nutrition 
and Human Health, Beijing 100193, China; 3. College of Animal Science and Technology, China 
Agricultural University, Beijing 100193, China) 

Abstract: This experiment was conducted to explore the differences of the intestinal archaea 
community structures between the obese breed Jinhua pig and the lean breed Landrace pig, and to 
investigate the changes of the archaea community structure during the inter-species fecal 
microbiota transplantation (FMT). The fresh feces of Jinhua and Landrace pigs were collected and 
introduced into broad spectrum antibiotics treated germ-free mice guts by gavage, respectively. 
The total genomic DNA was extracted from the pig fecal samples and the transplanted mice cecal 
contents, and was used as templates to amplify the V4 region of the 16S rRNA gene by PCR with 


the universal primers of archaea. The PCR products were then subjected to high-throughput 
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sequencing on an Illumina HiSeq sequencing platform. The obtained sequences were 
subsequently processed and analyzed with a series of software such as QIIME. The results showed 
as follows: at the phylum level, three main phyla of archaea, Thaumarchaeota, Euryarchaeota, and 
Crenarchaeota, were found in pig fecal samples and transplanted mice cecal contents, with 
Thaumarchaeota as the dominant phylum; while at the genus level, five known genera of archaea 
were observed, with Cenarchaeum as the dominant genus. The abundance of phylum 
Euryarchaeota in Jinhua pig’s feces was higher than that in Landrace pig’s feces. Thaumarchaeota 
dominate the archaea community structure of transplanted mice cecal contents, with abundance of 
more than 70%, and Thaumarchaeota mainly consisted of Cenarchaeum. It was observed that no 
significant difference was exhibited between the two groups of mice at the phylum and genus 
levels (P>0.05), but the operational taxonomic unit (OTU) based principal coordinate analysis 
showed a good aggregation within each group. It is concluded that genus Cenarchaeum of phylum 
Thaumarchaeota is the dominant archaea in feces of Jinhua and Landrace pigs and cecal contents 
of mice recipients. Phylum Euryarchaeota is more abundant in Jinhua pig’s feces than in Landrace 
pig’s feces, and there is difference in archaea community structures between their respective 
mice recipients at the OTU level. 

Key words: archaea; Jinhua pig; Landrace pig; fecal microbiota transplantation; high-throughput 


sequencing 


